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Neues Verfahren zur Isolierung von Polysacchariden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Po- 
lysacchariden, insbesondere zur Abtrennung von Endotoxinen 
von Kapsel -Polysacchariden gram-negat iver Bakterien. Die mit 
dem erfindungsgemaEen Verfahren isolierten Polysaccharide 
werden vorzugsweise zur Herstellung von Polysaccharidimpf - 
stoffen verwendet . Die Erfindung betrifft ferner Impfstoffe, 
die mit dem erf indungsgemaSen Verfahren isolierte Poly- 
saccharide enthalten . 

Fur die Herstellung von Impfstoffen, insbesondere Poly- 
saccharidimpf stoffen aus bakteriellen Polysacchariden ist 
die Entfernung von Endotoxinen ein kritischer und entschei- 
dender Schritt im Verlaufe der Reinigung der Polysaccharide. 
Das im Stand der Technik am haufigsten verwendete Verfahren 
zur Abtrennung von Endotoxinen von bakteriellen Polysaccha- 
riden beruht auf einer Phenolextrakt ion , die gegebenenf alls 
mehrfach wiederholt werden mu£, bis der Endotoxingehalt den 
von den Gesundheitsbehorden erhobenen Anf orderungen ent- 
spricht . Dieses Verfahren ist aufwendig und zeitraubend. 
Dariiber hinaus ist die Arbeit mit Phenol unangenehm und ver- 
ursacht unerwiinschten toxischen Abfall. AuSerdem sind die 
mit diesem aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren er- 
zielbaren Ausbeuten an Polysacchariden haufig- unbefriedi- 
gend. Andere Verfahren aus dem Stand der Technik zur Isolie- 
rung von bakteriellen Polysacchariden beruhen auf der Ver- 
wendung von Af f initat saulen . Haufig sind diese fur die Ge- 
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1 sundheit bedenklich (z.B. die Verwendung von Polymyxin B- 

haltigem Saulenmaterial ) . Dariiber hinaus haben viele Saulen- 
materialien nur beschrankte Kapazitaten, was fur die Gewin- 
nung technisch verwertbarer Ausbeuten an Polysacchariden re- 

5 lativ groSe und damit teure Saulen bedingt (vgl . z.B. US -A 

5,045,456, US-A 5,039,610 und US-A 5,034,519). 



Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein verein- 
fachtes, wirtschaf t lich sinnvolles und fur die Gesundheit 
10 weniger belastendes Verfahren zur Isolierung von Polysaccha- 

riden bereitzustellen. Die Losung dieser Aufgabe wird durch 
die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausf lihrungsf ormen er- 
reicht . 

15 Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Isolierung 

von Polysacchariden, wobei man folgende Schritte durchf iihrt : 

(a) Mischen einer bakteriellen Polysaccharidf raktion mit 
einer Detergenslosung; 
20 (b) Alkoholzugabe zu einer Endkonzentrat ion , die unter der 

Konzentration liegt, bei der das Polysaccharid ausfallt; 

(c) Mischen der Losung; 

(d) Filtrieren der Losung; 

(e) Abtrennung des Polysaccharids von Detergens und Alkohol . 

25 

Bakterielle Polysaccharidf raktionen, die im erf indungsge- 
maSen Verfahren eingesetzt werden konnen, sind durch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren herstellbar; vgl. z.B. 
Gotschlich et al., J. Exp. Med. 129 (1969), 1349-1365 sowie 
30 Schneerson et al . , J . Exp. Med. 152 (1980) 361-376. Die Al- 

koholkonzentration, bei der das Polysaccharid in Gegenwart 
der Detergenslosung ausfallt, ist fur den Fachmann auf kon- 
ventionelle Weise bestimmbar. Beispielsweise kann diese Kon- 
zentration durch einfache Testreihen ermittelt werden. 
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Das Umsetzen der Losung erfolgt ublicherweise 1 Minuten bis 
1 Stunde, kann aber auch mehrere Stunden erfolgen. Das er- 



1 f indungsgemaSe Verfahren ist im Gegensatz zu den im Stand 

der Technik bekannten Verfahren einfach, schnell, billig und 
verursacht weniger toxischen Abfall. Dariiber hinaus sind die 
Ausbeuten an Polysaccharid deutlich hoher. Das erf indungsge- 

5 maSe Verfahren beruht auf einer selektiven Alkoholf allung in 

Gegenwart von mindestens einem Detergens, welches nicht ko- 
valente Interakt ionen zwischen Polysacchariden, Lipopoly- 
sacchariden und Proteinen auf hebt . 

10 in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaSen 

Verfahrens ist der zuzugebende Alkohol Ethanol . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungs form des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens erfolgt die Abtrennung des Poly- 
15 saccharids von Detergens und Alkohol durch Fallung des Poly- 

saccharids durch weitere Alkohol zugabe . 

Diese Ausfuhrungsform des Verfahrens ist besonders vorteil- 
haft, da die Polysaccharidf allung und damit die Abtrennung 
von Detergentien und Alkohol durch einfache weitere Zugabe 
20 des Alkohols erreicht werden kann. In einer anderen Ausfuh- 

rungsform kann die Fallung des Polysaccharids auch durch 
Zugabe eines Alkohols erreicht werden, der sich von dem un- 
terscheidet, der in Schritt (b) verwendet wird. 

25 Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung be- 

trifft ein Verfahren, wobei die Polysaccharide aus gram-ne- 
gativen Bakterien stammen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform sind die gram-negativen Bakterien Bakterien 
der Gattung Haemophilus, Neisseria, Klebsiella oder Escheri- 

3 0 chia und insbesondere der Art Haemophilus influenzae (Typ 

b) , Neisseria meningitidis, Klebsiella pmeumoniae oder 
Escherichia coli. Bei den hier in Rede stehenden Polysaccha- 
riden handelt es sich urn Kapsel - Polysaccharide . 

35 Die Isolierung von Polysacchariden aus Bakterien dieser Gat- 

tungen bzw. Arten ist deshalb besonders bevorzugt , da sich 
diese Polysaccharide zur Impfung gegen folgende Krankheiten 



eignen: Meningitis, Epiglottitis, Otitis media, Pneumonie, 
Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektionen, Harnwegsinf ek- 
tionen und Gastroenteritis. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens ist das Detergens ein anionisches 
Tensid. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das 
anionische Tensid ein Alkylsulfat, beispielsweise Natriumdo- 
decylsulfat (SDS) ist. 

Der Vorteil des Einsatzes von SDS im erf indungsgemaSen Ver- 
fahren liegt u.a. darin, daS SDS von einer Vielzahl von Her- 
stellern bezogen werden kann und dariiber einen giinstigen 
Verkauf spreis aufweist . 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemaSen Verfahrens ist die Tensidkonzentrat ion in 
der der Polysaccharidf rakt ion in dem oben genannten Schritt 
(a) zugesetzten Losung hochstens 20 % (Gew./Gew.). Wie be- 
reits vorstehend erwahnt, ist das Tensid vorzugsweise ein 
Alkylsulfat und beispielsweise SDS. 

Erf indungsgemaS besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei 
die Tensidkonzentration in der Polysaccharidlosung, bei- 
spielsweise die SDS-Konzentration, 0,1 % bis 4 % betragt . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens wird der Alkohol in Schritt (b) zu 
einer Endkonzentration zu der Losung gegeben, die etwa 10 % 
unter der Konzentration liegt, bei der das Polysaccharid 
ausfallt. 

Es hat sich durch empirische Testreihen herausgestellt , daS 
die Zugabe des Alkohols im Schritt (b) zu dieser Endkonzen- 
tration besonders vorteilhaft ist, weil der Verlust an Poly- 
saccharid bei dieser Konzentration gering ist und Endotoxin 
trotzdem effizient ausgefallt wird. 
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1 In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfin- 

dungsgemaSen Verfahrens ist die Ausgangskonzentrat ion an Po- 
lysacchariden in der Polysaccharidf raktion groEer als 10 
mg/ml . 

5 Wahrend das erf indungsgemaSe Verfahren auch mit geringeren 

Ausgangskonzentrationen an Polysacchariden in der Poly- 
saccharidf raktion durchgefiihrt werden kann, sollte die vor- 
stehend genannte Mindestkonzentration besonders aus wirt- 
schaftlichen Gesichtspunkten im erf indungsgemaSen Verfahren 
10 eingesetzt werden. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung be- 
trifft ein Verfahren, wobei die Filtration durch einen Poly- 
merfilter erf olgt . 

15 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens wird fur die Filtration ein Tiefenfilter 
eingesetzt . 

Der Begriff "Tiefenfilter" bedeutet im Zusammenhang mit der 
20 vorliegenden Erfindung einen Filter, der im Gegensatz zu 

einem Membranf ilter ( 2 -dimensional ) eine 3-dimensionale 
Struktur (Tiefe) besitzt. Dieser Aufbau hat zur Folge, daS 
ein Tiefenfilter eine hohe Partikelriickhaltekapazitat be- 
sitzt und entsprechend nicht so schnell verstopf t . 
25 Der Einsatz von Polymer- bzw. Tief enf iltern hat sich erfin- 

dungsgemaS besonders bewahrt . Dabei ist zu berucksicht igen, 
daS ein Polymerf ilter auch Tiefenfilter und umgekehrt ein 
Tiefenfilter auch ein Polymerf ilter sein kann, da£ diese Be- 
dingung jedoch nicht zwingend ist. 
3 0 Die Isolierung der Polysaccharide nach dem erf indungsgemaSen 

Verfahren stellt sich als besonders effizient dar, wenn zur 
Filtration Tiefenfilter eingesetzt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm- des erf in- 
35 dungsgemaSen Verfahrens ist der Polymerf ilter und/oder der 

Tiefenfilter ein Polypropylenf ilter . 
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1 Die Erfindung betrifft ferner einen Polysaccharidimpf stof f , 

der dadurch gekennzeichnet ist, dag er ein Polysaccharid 
enthalt, das nach dem erf indungsgemaSen Verfahren isoliert 
wurde . Gegebenenf alls enthalt dieser Polysaccharidimpf stof f 
5 ferner einen pharmazeut isch vertraglichen Trager, 

Der erf indungsgemaSe Polysaccharidimpf stof f ist wie den vor- 
stehenden Ausfuhrungen entnommen werden kann, besonders ein- 
fach und billig herstellbar. Seine Herstellung ist dariiber 
hinaus fur das Laborpersonal aus gesundheit licher Sicht be- 
1° sonders unbedenklich . 

Der erf indungsgemaSe Polysaccharidimpf stof f eignet sich ins- 
besondere zur Impfung gegen Meningitis, Epiglottitis, Otitis 
media, Pneumonie, Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektio- 
15 nen, Harnwegsinf ekt ionen oder Gastroenteritis. Dariiber hin- 

aus kann der erf indungsgemaSe Polysaccharidimpf stof f jedoch 
auch fur die Impfung gegen andere Krankheiten eingesetzt 
werden, die durch Kapselpolysaccharide tragende gram-nega- 
tive Bakterien verursacht werden. 

20 

AuSerdem betrifft die Erfindung ein Konjugat, das aus einem 
nach dem erf indungsgemaSen Verfahren isolierten Polysaccha- 
rid und einem chemisch damit verknupften pharmazeut isch ver- 
traglichen Protein besteht. 

25 

Dariiber hinaus betrifft die Erfindung einen Konjugatimpf - 
stoff, der ein nach dem erf indungsgemaSen Verfahren isolier- 
tes Polysaccharid und chemisch damit verkniipft ein pharma- 
zeutisch vertragliches Protein enthalt. 

30 

Der erf indungsgemaSe Konjugat impf stof f wird bevorzugt fur 
die Immunisierung bzw. Prophylaxe gegen die vorgenannten 
Krankheiten eingesetzt . 
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Insbesondere bevorzugt ist dabei, daS die Immunisierung bei 
Kleinkindern durchgefiihrt wird. 



Die Erfindung betrifft des weiteren einen Kombinationsimpf - 
stoff, der ein nach dem erf indungsgmaSen Verfahren isolier- 
tes Polysaccharid oder ein erf indungsgemafies Konjugat sowie 
eine weitere immunogene Komponente enthalt, wobei die zu- 
satzliche immunogene Komponente vorzugsweise eine Immunant- 
wort gegen ein Pathogen induziert, das ein anderes Pathogen 
als das ist, aus dem das Polysaccharid stammt . 

Vorzugsweise ist die weitere immunogene Komponente ein 
Diphterie-, Tetanus-, Pertussis-, Hepatitis B- oder Polio- 
myelitis-Antigen . 

Schliefilich betrifft die Erfindung die Verwendung eines Po- 
lysaccharids , das nach dem erf indungsgemaSen Verfahren iso- 
liert wurde, als Zwischenprodukt fur die Herstellung eines 
Konjugat- oder Kombinationsimpf stoff es . Das Zwischenprodukt 
wird dabei mit einem pharmazeut isch vertraglichen Protein 
chemisch zum Konjugat verkniipft. Dement sprechend betrifft 
die Erfindung vorzugsweise eine Verwendung, wobei der Konju- 
gat- oder Kombinationsimpf stoff als Wirkkomponente ein Kon- 
jugat enthalt, das aus einem nach dem erf indungsgemaSen Ver- 
fahren isolierten Polysaccharid und einem chemisch damit 
verknupften pharmazeutisch vertraglichen Protein besteht. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

Isolierung eines Haemophilus influenzae Typ b Kapsel-Poly- 
saccharids 

Eine nach konvent ionellen Verfahren auf gearbeitete Kapsel- 
Polysaccharidf raktion (PRP, Polyribosylribitolphosphat ) aus 
Haemophilus influenzae Typ tr wird in einer Konzent ration von 
> 10 mg/ml mit einer 4%-igen SDS-L6sung gemischt. Daraufhin 
wird Ethanol zu einer Endkonzentrat ion zugegeben, die etwa 
10 % unter der Konzentration liegt, bei der das Polysaccha- 
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1 rid auszufallen beginnt . Die Losung wird etwa 20 Minuten 

lang gemischt, wobei auch Zeitraume von 1 Minute bis mehrere 
Stunden geeignet erscheinen, worauf sich eine leichte 
Triibung einstellt. Anschliefiend wird durch einen Polypropy- 
5 len-Tief enf ilter filtriert. Die Endotoxine werden durch die- 

sen Filtrationsschritt abgetrennt und verbleiben im Filter. 
Vermutlich sind sowohl Filtrations- als auch Adsorpt ionsef - 
fekte fur die Abtrennung der Endotoxine verantwort lich . Das 
filtrierte Polysaccharid wird anschlieSend durch weitere 

10 Ethanolzugabe gefallt, wobei das SDS in Losung verbleibt . 

Das gefallte Polysaccharid kann durch weitere Ethanolf allun- 
gen von bleibenden SDS-Verunreinigungen abgetrennt werden. 
Eine weitere Aufarbeitung des Polysaccharides sowie die Kon- 
f ektionierung als Impfstoff, wobei das Polysaccharid vor- 

15 zugsweise chemisch mit einem geeigneten Tragerprotein ver- 

kniipft wird, erfolgt nach im Stand der Technik bekannten, 
ublichen Verfahren. In der genannten bevorzugten Ausfiih- 
rungsform ist das Polysaccharid auch ein Zwischenprodukt fur 
einen Konjugatimpf stof f . 

20 

Beispiel 2 

Isolierung von Neisseria meningitidis Typ (A) und (C) Kap- 
sel -Polysacchariden 

25 

Neisseria meningitidis Typ (A) und (C) Kapsel -Polysaccharide 
wurden den gleichen Verf ahrensschri tten , wie in Beispiel 1 
beschrieben, unterworf en . 

30 Die Ausbeuten an mit den in den Beispielen 1 und 2 beschrie- 

benen Verfahren erhaltenen Polysacchariden sind in Tabellen 
I und II dargestellt. Es zeigt sich, daS die Ausbeute an 
Haemophilus influenzae Typ (b) Kapsel-Polysaccharid, die mit 
dem erf indungsgemafien Verfahren erhaltlich ist/ wesentlich 

35 hoher ist als Polysaccharid, das mit im Stand der Technik 

bekannten Verfahren ( Phenolextraktion) erhalten werden kann. 



Tabelle I 



Isolierung von H. influenza Typ b Kapselpolysaccharid (PRP) 

Endotoxin 

PRP-Chargen- Verfahren PRP-Menge vorher nachher PRP-Ausbeute 
nummer 1 (g) (EU//ig/PRP) {%) 
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27 
627095 
611496 



5 x Phenol 8 , 3 
EtOH/SDS 1,9 
EtOH/SDS 75 



475 26 
72,5 0,11 
55 <0,05 



67 
>95 
>95 
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^ Bei den Chargennummern handelt es sich urn interne Nummern des Anmel- 
ders, CH-Serum. Die Chargen wurden nach iiblichen Verfahren herge- 
stellt . 

Tabelle II 

Isolierung von N. meningitidis Gruppe C Kapselpolysaccharid (GCMP) 



20 



GCMP- Char - 
gennummer 1 



Verfahren GCMP-Menge 

(g) 



Endotoxin 
vorher nachher GCMP-Ausbeute 
(EU/Mg/GCMP) (%) 
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150396 
905096 
906096 



EtOH/SDS 
EtOH/SDS 
EtOH/SDS 



7 , 3 
7 , 5 
7,8 



46 , 8 
258 
85 



7, 7 
1/ 1 
0, 1 



92 
77 
67 



30 



35 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von Polysaccharide!!, wobei man 
folgende Schritte durchf uhrt : 

(a) Mischen einer bakteriellen Polysaccharidf rakt ion mit 
einer Detergenslosung ; 

(b) Alkoholzugabe zu einer Endkonzentration, die unter 
der Konzentrat ion liegt, bei der das Polysaccharid 
ausf allt ; 

(c) Mischen der Losung; 

(d) Filtrieren der Losung; 

(e) Abtrennung des Polysaccharids von Detergens und Al- 
kohol . 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Alkohol Ethanol 

ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Abtrennung 
des Polysaccharids durch Fallung des Polysaccharids 
durch weitere Alkoholzugabe erf olgt . 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die 
Polysaccharide aus gram-negat iven Bakterien stammen. 

25 5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die gram-negat iven Bak- 

terien Bakterien der Gattung Haemophilus, Neisseria, 
Klebsiella oder Escherichia und insbesondere der Art 
Haemophilus influenzae (Typ b) , Klebsiella pneumoniae, 
Neisseria meningitidis oder Escherichia coli sind. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das 
Detergens ein anionisches Tensid ist . 



7 . 

35 



Verfahren nnach Anspruch" 6, wobei 
ein Alkylsulfat, beispielsweise 
(SDS) ist. 



das anionische Tensid 
Natriumdodecylsulf at 
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1 8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei die Tensidkon- 

zentration in der der Polysaccharidf rakt ion in Schritt 
(a) zugesetzten Losung hochstens 20 % (Gew./Gew. ) be- 
tragt . 

5 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Tensidkonzentrat ion 
in der Polysaccharidlosung 0,1 % bis 4 % betragt . 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der 
10 Alkohol in Schritt (b) zu einer Endkonzentration zu der 

Losung gegeben wird, die etwa 10 % unter der Konzentra- 
tion liegt, bei der das Polysaccharid ausfallt. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die 
15 Ausgangskonzentration an Polysacchariden in der Poly- 
saccharidf raktion groSer als 10 mg/ml ist . 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die 
Filtration durch einen Polymerf ilter erf olgt . 

20 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die 
Filtration durch einen Tiefenf ilter erf olgt . 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei der Polymer- 
25 filter und/oder der Tiefenfilter ein Polypropylenf ilter 

ist . 

15. Polysaccharidimpf stof f , dadurch gekennzeichnet , da£ er 
ein Polysaccharid enthalt, das nach dem Verfahren nach 

30 einem der Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, sowie gege- 

benenfalls einen pharmazeut isch vertraglichen Trager. 

16. Polysaccharidimpf stof f nach Anspruch 15 zur Prophylaxe 
gegen Meningitis, Epiglottitis, Otitis media,- Pneumonie, 

35 Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektionen, Harnwegsin- 

fektionen oder Gastroenteritis. 



Konjugat, dadurch gekennzeichnet , daS es aus einem Poly- 
saccharid besteht, das nach dem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, sowie einem chemisch 
damit verkniipften pharmazeut isch vertraglichen Protein. 

Kon jugat impf stof f , dadurch gekennzeichnet, daS er ein 
Polysaccharid enthalt, das nach dem Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, sowie ein che- 
misch damit verkniipftes pharmazeut isch vertragliches 
Protein . 

Kombinat ionsimpf stof f , dadurch gekennzeichnet, daS er 
ein Polysaccharid, das nach dem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde oder ein Konjugat nach 
Anspruch 17, sowie mindestens eine weitere immunogene 
Komponente enthalt . 

Kombinat ionsimpf stof f nach Anspruch 19, wobei die wei- 
tere immunogene Komponente ein Diphterie-, Tetanus-, 
Pertussis-, Hepatitis B- oder Poliomyelitis-Antigen ist. 

Verwendung eines Polysaccharids , das nach einem Verfah- 
ren nach einem der Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, 
als Zwischenprodukt fur die Herstellung eines Konjugat- 
oder Kombinationsimpf stof f es . 

Verwendung nach Anspruch 20, wobei der Konjugat- oder 
Kombinationsimpf stof f als Wirkkomponente ein Konjugat 
enthalt, das aus einem Polysaccharid, das nach einem 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14 isoliert 
wurde und einem chemisch damit verkniipften pharmazeu- 
tisch vertraglichen Protein besteht. 
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Zusammenf as sung 

Neues Verfahren zur Isolierung von Polysacchariden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Po- 
lysacchariden, insbesondere zur Abtrennung von Endotoxinen 
von Kapsel-Polysacchariden gram-negat iver Bakterien. Die mit 
dem erf indungsgemaSen Verfahren isolierten Polysaccharide 
werden vorzugsweise zur Herstellung von Polysaccharidimpf - 
stoffen verwendet . Die Erfindung betrifft ferner Impfstoffe, 
die mit dem erf indungsgemaSen Verfahren isolierte Poly- 
15 saccharide enthalten. 
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